After an unconventional beginning in stroke research, I veered off the main path repeatedly to view problems from a different perspective. In this lecture summary, I would like to return to several points along the byways that led to research with some continuity. (Stroke. 2012;43:585-590.)
I
n the late 1960s, many residents training in medical and surgical specialties joined the Berry Plan, which allowed physicians to be deferred from military service at the time they acquired training in civilian institutions in specialties in which they would fulfill a subsequent 2-year military obligation. After training in neurology at the University of Michigan, I was commissioned by the US Navy and assigned to the Naval Medical Research Institute at the National Naval Medical Center in Bethesda, MD. When I reported for duty in 1971, I was directed to work in the Diving Medicine Department. After initial training in the physics, physiology, and medicine of diving, I studied the pathophysiology of central nervous system damage in decompression sickness. Although the spinal cord is the predominant region of injury in central nervous system decompression sickness, the proposed mechanism of damage was arterial embolization of bubbles. Considering that the brain constitutes approximately 98% of the mass of the central nervous system and has 75 to 85 times more blood flow than the spinal cord, we thought that the argument that embolic bubbles stream out of the heart, bypass the brain, and target the spinal cord was untenable. Instead, we examined the epidural vertebral venous system, which becomes choked with bubbles and impairs cord venous drainage; this leads to hemorrhagic infarctions predominantly affecting white matter and to tissue disruption by autochthonous bubble formation due to interference with the transport of inert gas out of the cord. 1, 2 In the course of these experiments, our group also focused on bubble surface activity-induced activation of myriad inflammatory and hemostatic responses. 3 As I began to transition into studies of central nervous system ischemia, the decompression sickness research experience made it difficult to conceive of blood flowing through an ischemic injury zone as being fully explained by the fluid mechanics principles that deliver water to the kitchen sink. It seemed far more likely that blood would interact in a multifactorial way with the injured tissue and that it would be at the blood-endothelial interface that this "blood-damaged tissue interaction," 4 a forerunner of reperfusion injury, 5 would primarily occur.
To study "blood-damaged tissue interaction," we developed a model of global central nervous system ischemia in which cerebrospinal fluid pressure was maintained at the level of mean arterial pressure by infusing mock cerebrospinal fluid (Elliott solution B) through a cisternal puncture needle. In accord with the "Starling resister model," 6 the blood flows and ebbs during each pulse with no net perfusion except at subpial regions of the neuraxis where the arteriovenous loops are very short. With this model we could show that in heparinized animals, adherence and deactivation of platelets and leukocytes by glass wool filtration of blood through an arteriovenous shunt before cerebrospinal fluid compression ischemia greatly facilitated reperfusion measured by 14 C antipyrine autoradiography after neuraxis ischemia. 4 Infusing Factor VIII/von Willebrand factor nullified the otherwise beneficial effect of glass wool filtration suggesting that this protein participates in a blood-damaged tissue interaction and implicating platelets in progressive impairment of microcirculatory perfusion. 7 We also thought that the reciprocal relationship at the blood-endothelial interface between thromboxane-A 2 and prostaglandin I 2 corresponded closely to the blood-damaged tissue interaction paradigm. 8, 9 Cyclo-oxygenase converts arachidonic acid to prostaglandin H 2 , a cyclic endoperoxide that serves as the substrate for both thromboxane-A 2 and prostaglandin I 2 . Prostacyclin synthetase located in endothelium converts prostaglandin H 2 to prostaglandin I 2 , a potent inhibitor of platelet aggregation and a vasodilator. Thromboxane synthetase located in platelets converts prostaglandin H 2 to thromboxane-A 2 , a potent platelet aggregator and vasoconstrictor. Cerebrospinal fluid compression ischemia studies showed that indomethacin, which inhibits cyclo-oxygenase and blocks synthesis of prostaglandin H 2 and downstream prostaglandins, markedly protected against perfusion impairment when administered before ischemia; the combination of indomethacin and prostaglandin I 2 , which produced prostaglandin I 2 effects coupled with thromboxane-A 2 suppression, prevented perfusion impairment when delivered after ischemia. 10 When indomethacin alone was infused 5 minutes after ischemia, however, pronounced impairment of reperfusion was noted raising a small question about the current practice of giving a cyclo-oxygenase inhibitor such as aspirin after a stroke.
In the 1970s, there were serious questions about whether platelets participated in impairment of microvascular perfusion in brain ischemia 11 ; platelet accumulation was very difficult to detect in the ischemic brain with the conventional histological stains and thin sections that were being used. We conducted double-label autoradiography studies in which 14 C antipyrine served as a tracer for blood flow and platelets were labeled with 111 indium. This technique permitted visualization (in 40-m sections) of local accumulation of platelets in areas of low flow after brain ischemia; each tracer could be viewed independently due to the difference in T 1/2 between 14 C (5730 years) and 111 indium (2.8 days) and the ability to elute 14 C antipyrine with methanol. This work showed unequivocally that platelet accumulation coincided with areas of microcirculation impairment (Figure 1 ). The same technique was used to show that 111 indium-labeled granulocytes (predominantly neutrophils) also accumulate in brain regions with low blood flow during the early postischemic period. 12 These studies introduced the possibility that leukocyte accumulation and the attendant immune and inflammatory mechanisms might participate in the progression of brain damage during an acute stroke.
Events at the blood-endothelial interface also participate in the initiation of strokes. The localized Shwartzman reaction 13 is an intriguing model of focal blood vessel activation initially observed in rabbits. In the preparatory step, endotoxin, a pathogen-associated molecular pattern, is injected intradermally where it acts through Toll-like receptors 14 to release proinflammatory cytokines that locally activate blood vessels in the skin. This leads to local erythema that subsides in the absence of any further stimulation. If, however, there is a provocative step that involves systemic activation of inflammation and hemostatic potential by a small, nontoxic dose of intravenous endotoxin 18 to 24 hours after the preparatory step, the prepared skin becomes an area of hemorrhagic necrosis. 15 This dramatic effect is restricted to the prepared skin; all other tissues in the body are spared. Our group was attracted to the possibility that this 2-hit model with a narrow time window for the second hit would satisfy the need for a stochastic rather than a deterministic process to explain the relationship between risk factors and stroke. To further examine this possibility, we examined whether established risk factors for stroke could act locally to prepare blood vessels in the brain for a Shwartzman-like reaction in response to a provocative inflammatory stimulus, endotoxin injected intracisternally or intravenously. Stroke risk factors such as hypertension, diabetes, advanced age, and genetic predisposition to stroke were found in rat models to be sufficient to prepare brain vessels such that a single injection of endotoxin provoked strokes manifested by pathological lesions and neurological deficits. Brain infarcts developed in only a small proportion of risk factor-free rats. The fraction of animals that developed a focal brain stem infarct or infarcts in response to the provocative step varied directly with the relative importance of the stroke risk factors. 16 This work suggested that one role of stroke risk factors is to prime vessel activation and endothelial dysfunction in conformity with the local Shwartzman reaction but that a second systemic activation of inflammation and/or hemostatic potential is necessary to precipitate local thrombosis or hemorrhage, viz "a nondeterministic, 2-hit phenomenon."
Inflammatory and immune mediators were also found when spontaneously hypertensive, genetically stroke-prone and spontaneously hypertensive rats were compared with normotensive Wistar-Kyoto and Sprague-Dawley rats; the hypertensive strains had elevated levels of total blood monocytes that were nitro blue tetrazolium-positive indicating that these cells were producing superoxide. 17 In addition, carotid arteries from hypertensive strains showed patchy endothelial expression of intercellular adhesion molecule-1 and endothelium-adherent monocytes/macrophages in contrast to those from normotensive strains. Incubation of carotid rings with endotoxin induced a concentration-dependent expression of interleukin-1␤ mRNA and a release of tumor necrosis factor to a significantly greater degree in spontaneously hypertensive than Wistar-Kyoto rats. This work demonstrated that, in the major preclinical stroke model species, hypertension is associated with activation of monocytes and endothelium; there is an increased monocyte/macrophage adhesion to endothelium with subendothelial cellular accumulation and an increased capacity for blood vessels to produce proinflammatory cytokines. In aggregate, these studies of the relationship between stroke risk factors and the local vessel activation and endothelial dysfunction that can predispose to a stroke implicate immune and inflammatory mechanisms as integral to the stroke initiation process. Indeed, the Rosenberg group has depicted endothelium segment by segment within an organ as continuously integrating signals from blood, the blood vessel wall, and surrounding parenchymal tissue. In response to this signal integration, the hemostatic potential of each vessel segment fluctuates in a cyclic, asynchronous fashion 18 ; we have observed perivascular patterns of proinflammatory and anti-inflammatory mediators in scattered, cross-sectioned vessels in the brain that accord with this inference. 19 Based on the foregoing findings and analyses, we reasoned that inflammatory and immune mediators drive cyclic changes of local hemostatic potential that in stroke-prone individuals can exceed a homeostatic threshold, become deviation-amplifying, and lead to local thrombosis or hemorrhage. On this basis, immunomodulation of blood vessel activation might be an effective approach to stroke prevention. However, how could immunomodulation be directed to activating blood vessels? In the mid-1990s, Kyra Becker as a postdoctoral fellow in the laboratory had shown that mucosal tolerization to a brain protein, myelin basic protein, when fed by gavage could provide protection against ischemic brain damage in a rat stroke model. 20 The mucosal tolerance paradigm involves serial administration of antigen in the microgram range either orally or intranasally to induce a state of immunologic tolerance. In this form of tolerance, regulatory T cells primed for a specific antigen traffic through the body; when the same antigen is again presented to them in a locus of inflammation, they locally release immunomodulatory cytokines (eg, transforming growth factor-␤, interleukin-10). These immunomodulatory cytokines suppress local inflammatory and immune responses in a process termed "bystander suppression." 21 By careful selection of the priming antigen, one can target regulatory T cells to specific tissues that are in specific states. We became aware in the late 1990s that Protein Design Laboratories had produced a recombinant human E-selectin polypeptide that included much of the extramembranous portion of that endothelial receptor for leukocytes. E-selectin expression is virtually confined to the luminal surface of endothelium and is not constitutively expressed 22 ; it is only expressed in vessel segments that are becoming activated. We were struck that because local release of immune and inflammatory mediators contributes to local vessel activation, appropriately targeted local immunomodulation could counter that activation. Induction of mucosal tolerance to E-selectin could potentially be harnessed to reduce the risk of stroke in individuals with stroke risk factors by targeting regulatory T cells to activating blood vessel segments.
Our initial study was in stroke-prone rats (SHRSP/Izm). After initial dose-response studies, we selected a dose of 5 g of recombinant human E-selectin and instilled it intranasally every other day for a 5-dose cycle. We then followed the animals until they developed strokes, other complications of severe hypertension (eg, heart failure, renal failure), or until completion of the 56-week study in the nonbooster group. We also gave repeated 5 dose cycles of E-selectin intranasally at 21-day intervals to a booster group of animals and followed them as described previously. Control animals received single or booster cycles of intranasal instillation of either phosphatebuffered saline or a nonmammalian protein, ovalbumin, and were monitored as described previously. In comparison to other groups, the animals that received booster instillations of recombinant human E-selectin showed a massively reduced incidence of ischemic stroke and the absence of parenchymal hemorrhages 23 (Figure 2 ).
On the basis of this study, we began developing intranasal instillation of E-selectin for prevention of secondary stroke. We have shown brain protection in models of stroke, vascular cognitive impairment, subarachnoid hemorrhage delayed vasospasm, postischemic adult neurogenesis, and experimental autoimmune encephalomyelitis; we have also suppressed development of atherosclerosis in apoE null mice fed a hyperlipidemic diet (reviewed by Hallenbeck 24 ). We are contracting toxicology and immunotoxicology studies and identifying biomarkers in a commercial good laboratory practice-certified laboratory and will have an Investigational New Drug meeting with the Food and Drug Administration if the studies are all supportive. The process has been timeconsuming and reflects the extreme difficulty of bringing "first in man" innovations into clinical trials. Overall, the body of work examining stroke initiation mechanisms strongly suggests that the interplay over time between risk factors and stroke constitutes, in essence, a chronic, subtle, immune dysregulation. Because this immune dysregulation is not florid, immunomodulation should meet with considerable success.
Successful translation of cell-based therapies for acute stroke treatment has been elusive. My perspective on this problem has been influenced by an interest in inflammatory and immune mechanisms in stroke. If one even cracks the door on inflammatory and immune mechanism participation in progression of ischemic brain damage, there is a sea change in the complexity of pathobiological mechanisms. From early days, therefore, I have regarded cell damage during brain ischemia as a highly complex, multifactorial process that involves the interplay of many nondominant effectors in an interwoven dynamic network that conjointly is very powerful. Eliminating, while the brain is still salvageable, the critical hypoperfusion that drives all of these injury mechanisms has demonstrated efficacy in clinical stroke trials. Beyond this proximate cause of progressive ischemic brain damage, it has been hard to identify a network component that can compare with insulin in diabetes as a dominant therapeutic target. Over the past 20 years, increasingly sophisticated molecular and cellular techniques have been applied to mechanistic studies in preclinical stroke models. Reductionist approaches in these models have greatly enriched understanding of the vast numbers of cytotoxic and cytoprotective mechanisms that operate during acute brain ischemia (reviewed by Mergenthaler et al 25 and Dirnagl et al 26 ) . From Ͼ1000 experimental treatments in preclinical models of focal brain ischemia, 114 cell-based drug treatments had been advanced into the clinical arena by 2007 27 ; these have uniformly failed. There have been many thoughtful analyses of the reasons for such failure. 28 -32 Nonetheless, as new stroke mechanisms are increasingly identified and clinical trials targeting single mechanisms continue to fall short, ischemic brain damage has gradually become more widely viewed as a multifactorial and complex network of interacting mechanisms. 33 How then can one contend with such a problem? Because the clear promise of Systems Biology has yet to provide solutions, our laboratory has chosen to focus on broadly plurifunctional targets that can be shown to maintain homeostasis in states of both natural and induced tolerance to brain ischemia.
Our current interest is in a potentially "druggable" form of posttranslational modification that has widespread beneficial effects in the dynamic network, operates in states of tolerance, and acts to preserve homeostasis under stress, global SUMOylation with the Small Ubiquitin-like Modifier. SUMO, like ubiquitin, is synthesized as an inactive precursor, and is processed by SUMO-specific proteases to yield the mature di-glycine C-terminus. A single heterodimeric E1 enzyme (SAE1/SAE2) initiates conjugation by adenylating SUMO followed by the formation of a covalent thioester E1-SUMO intermediate. SUMO is then transferred to the catalytic cysteine of the single E2 conjugase, Ubc9, which alone or in concert with an E3 ligase catalyzes the formation of an isopeptide linkage between the C-terminal glycine residue of SUMO and the ⑀-amino group of the substrate lysine residue. Isopeptidases catalyze de-SUMOylation. Thus, a balance of Ubc9-mediated conjugation and isopeptidase activities modulates steady-state levels of SUMOconjugates (reviewed by Hay 34 and Muller et al 35 ) .
We have examined changes in SUMOylation levels during hibernation torpor in 13-lined ground squirrels (Spermophilus tridecemlineatus). The hibernation cycle in these animals, which among mammals are the most resistant to brain hypoperfusion, 36 serves as a natural model of ischemic tolerance. During torpor, ground squirrels reduce brain blood flow levels to roughly 10% of baseline values for up to weeks at a time. On arousal, they show no cellular damage in the brain 36 -38 despite prolonged exposure to perfusion levels characteristic of the "ischemic core," 39 a tissue zone regarded as unsalvageable in clinical strokes. We found a massive 10-fold to 30-fold increase in global SUMOylation in hibernating brains 40 (Figure 3) . Also, despite a suppression of protein translation in these animals to roughly 1/10,000th of baseline rates, 41 the levels of the SUMO conjugase enzyme, Ubc9, were noted to be approximately 3-fold increased during torpor. There are 3 systemically distributed SUMO paralogs in mammals. Two, SUMO-2 and SUMO-3, are 96% identical in sequence and are difficult to distinguish. In contrast, SUMO-1 is only 45% identical with the other 2 SUMO paralogs and has distinct immunoreactivity. 42 The global SUMOylation in hibernation involves both SUMO-1 and SUMO-2/3 in many tissues during torpor. 40 SUMOylation is involved in many cellular processes including gene expression, remodeling of chromatin structure, proteinprotein interactions, changes in protein function, changes in protein intracellular locations, signal transduction, and maintenance of genome integrity. 34, 43 In general, global SUMOylation is involved in maintenance of homeostasis under stress. 44 In vitro ischemia studies in cell lines and primary cortical neuron cultures exposed to periods of oxygen/glucose deprivation were conducted confirming that increased global SUMOylation is cytoprotective. 45 The studies also showed that global SUMOylation is increased by preconditioning exposures to oxygen/glucose deprivation and that augmented SUMOylation is necessary for induction of ischemic tolerance in these models.
Based on the foregoing facts and findings, we have now generated Ubc9 transgenic mice, in which Ubc9 expression is increased in all tissues at levels that range among the various lines from 2 to 30 times the endogenous level. Up to 5-fold increases in Ubc9 produced corresponding increases in global SUMO-1 and SUMO-2,3 conjugation levels; higher Ubc9 levels did not increase global SUMOylation and in agreement with other groups 46 appeared somewhat inhibitory. A highly significant inverse relationship among all transgenic lines was noted in which the greater were the levels of global SUMOylation; the smaller were the volumes of brain infarct damage in animals exposed to 24 hours of focal brain ischemia. At the highest levels of global SUMOylation, infarct volumes were reduced by 70% to 80% in permanent middle cerebral artery occlusion in transgenic mice. Continuing work seeks ways to boost the SUMOylation effect in an effort to approach the ischemia resistance characteristic of hibernation torpor.
In closing, I would like to look backward toward the future. In early career, I read a comprehensive review published in 1969 by Oscar Ratnoff that integrated hemostasis, fibrinolysis, immunity, and inflammation. 47 The review concluded with the insight that investigators interested in any given system (eg, complement or kinins) tend to break the system out and study it in isolation as if it operated in a discrete and disarticulated fashion. In the body, however, these systems are intricately interconnected and, in Ratnoff's vivid phrase, "form a seamless web." I have always regarded this insight as prescient and difficult to overemphasize.
Looking forward, I will hazard a projection that in coming years there will be a subset of investigators in early or midcareer who will make the effort and take the risks of forming or joining multidisciplinary groups that might include computational biologists, statisticians, bioengineers, computer scientists, and bioinformatics specialists. These teams will apply high-throughput systems biology approaches in multiple models and in multiple species to model the core dynamics of the biological network that is involved in the progression of ischemic damage during the early hours of a stroke. Through this work and the increased understanding that emerges, it will become possible to target in a beneficial way network dynamics rather than individual molecular mechanisms. Although this work will take many years, breakthroughs in cell-based therapies when they occur are likely to derive from such efforts. I make these projections based on the fact that, fundamentally, stroke is not simple (Figure 4 ).
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После нетрадиционного начала исследовательской работы по инсульту, я многократно сворачивал с глав-ного пути, чтобы рассмотреть проблему с различных сторон. В этой краткой лекции я хотел бы вернуться к некоторым вопросам малоизученных областей, кото-рые, с некоторой преемственностью, привели к науч-ной работе.
В конце 1960-х гг. многие ординаторы, проходившие обучение по терапевтическим и хирургическим специ-альностям, присоединились к Плану Берри, позволяю-щему получить врачам отсрочку от военной службы во время обучения в гражданских институтах по специ-альностям, по которым они должны были исполнять 2-годичную воинскую обязанность в будущем. После обучения по неврологии в университете Мичигана, мне был присвоен чин офицера ВМФ США, и я посту-пил на службу в Научно-исследовательский институт ВМФ в Национальном медицинском центре ВМФ в Бетесде, штат Мэриленд. Когда я явился к месту про-хождения службы в 1971 г., меня направили на работу в Департамент подводной медицины. После перво-начального обучения физике, физиологии и медици-не подводного плавания, я изучал патофизиологию поражения центральной нервной системы (ЦНС) при декомпрессионной болезни. Несмотря на то что при декомпрессионной болезни преимущественной зоной поражения ЦНС является спинной мозг, предполага-емым механизмом повреждения считали эмболизацию артерий пузырьками воздуха. Учитывая, что головной мозг представляет собой приблизительно 98% массы ЦНС, и кровоток в нем в 75-85 раз выше, чем в спин-ном мозге, мы думали, что аргумент -эмболические пузырьки воздуха из сердца, минуя головной мозг, поражают спинной мозг -был несостоятелен. Вместо этого, мы изучили венозную систему эпидурального пространства спинного мозга, которая закупоривается воздушными пузырьками, в связи с чем нарушается венозный отток от спинного мозга; это приводит к раз-витию геморрагических инфарктов, преимущественно поражающих белое вещество, и к разрушению вещес-тва мозга путем локального образования пузырьков воздуха в связи с нарушением транспорта инертного газа из мозга [1, 2] . Во время этих экспериментов наша группа также сосредоточилась на изучении поверх-ности пузырьков воздуха, индуцирующих активацию огромного количества воспалительных и гемостати-ческих реакций [3] . Поскольку я начал переходить к исследованиям ишемии ЦНС, опыт исследований в области декомпрессионной болезни мешал считать кровоток через зону ишемического поражения как процесс, полностью объясняемый законами гидроди-намики, согласно которым вода поступает в раковину на кухне. Казалось более вероятным, что кровь будет взаимодействовать по многофакторному пути с пов-режденной тканью, и что это будет происходить с пре-имущественным развитием "взаимодействия между кровью и поврежденной тканью" [4] на поверхности эндотелия, предшественника реперфузионного пов-реждения [5] .
Для изучения "взаимодействия между кровью и пов-режденной тканью" мы разработали модель глобальной ишемии ЦНС, в которой давление спинномозговой жидкости поддерживалось на уровне среднего артери-ального давления с помощью инфузии суррогата спин-номозговой жидкости (Elliott solution B) через иглу посредством цистернальной пункции. В соответствии с "моделью сопротивления Старлинга" [6] кровь прите-кает и оттекает во время каждой пульсации без чистой перфузии за исключением областей спинного мозга под мягкой оболочкой, где артериовенозные петли очень короткие. С помощью этой модели мы могли показать, что у гепаринизированных животных адгезия и деактивация тромбоцитов и лейкоцитов с помощью фильтрации крови через стекловату через артериове-нозный анастомоз перед компрессионной ишемией из-за повышения давления спинномозговой жидкости в значительной степени облегчает реперфузию, соглас-но результатам ауторадиографии с 14C антипирином после ишемии спинного мозга [4] . Инфузия фактора VIII/фактора Виллебранда аннулировала другой поло-жительный эффект фильтрации через стекловату, поз-воляя предположить, что этот белок участвует во взаи-модействии между кровью и поврежденной тканью и вовлекает тромбоциты в прогрессирующее нарушение микроциркуляторной перфузии [7] . Мы также думали, что реципрокная взаимосвязь на поверхности эндо-телия между тромбоксаном-A2 и простагландином I2 четко соответствует парадигме взаимодействия между кровью и поврежденной тканью [8, 9] . Под действи-ем циклооксигеназы происходит превращение арахи-доновой кислоты в простагландин H2, циклический эндопероксид, служащий субстратом для образова-ния тромбоксана-A2 и простагландина I2. В эндоте-лии под действием простациклин синтазы происходит превращение простагландина H2 в простагландин I2, потенциальный ингибитор агрегации тромбоцитов и вазодилататор. В тромбоцитах под действием тромбок-сан синтазы простагландин H2 превращается в тром-боксан-A2, мощный агрегатор тромбоцитов и вазо-констриктор. Исследования компрессионной ишемии при повышении давления спинномозговой жидкости показали, что индометацин, ингибирующий цикло-оксигеназу, блокирующий синтез простагландина H2 и каскад образования протагландинов, в значитель-ной степени защищает от перфузионных поврежде-ний в случае применения его до развития ишемии. Комбинация индометацина и простагландина I2, вос-производящая действие простагландина I2 в сочетании с супрессией тромбоксана-A2, предотвращает развитие перфузионных повреждений, в случае применения ее после ишемии [10] . Однако при внутривенной инфу-зии индометацина, через 5 минут после развития ише-мии, отметили выраженное нарушение реперфузии, что подняло небольшой вопрос о современной прак-тике назначения ингибиторов циклооксигеназы, таких как аспирин, после инсульта.
В 1970-е гг. существовало множество серьезных вопросов об участии тромбоцитов в перфузионном повреждении микрососудов при ишемии головного мозга [11] . Агрегацию тромбоцитов было очень трудно обнаружить в ишемизированном головном мозге при проведении традиционного гистологического окраши-вания тонких срезов, которое тогда использовалось. Мы провели ауторадиографические исследования с двойным мечением, в которых 14C антипирин исполь-зовали в качестве радиоактивного индикатора крово-тока, а тромбоциты метили 111In. С помощью этой методики удалось визуализировать (в срезах толщиной 40 мкм) локальную агрегацию тромбоцитов в облас-тях с низким кровотоком после ишемии головного мозга; каждый радиоактивный индикатор можно было отличить друг от друга в связи с различием в периоде полураспада 14C (5730 лет) и 111In (2,8 дня) и воз-можностью элюирования 14C антипирина с помощью метанола. Эта работа не оставила сомнений в том, что агрегация тромбоцитов происходит в зонах нарушения микроциркуляции (рис. 1). Тот же метод использовали для того, чтобы выявить скопление меченых 111In гра-нулоцитов (преимущественно нейтрофилов) в облас-тях головного мозга с низкой скоростью кровотока в раннем периоде после ишемии [12] . Эти исследования подтвердили предположение, что скопление лейко-цитов и сопутствующие иммунные и воспалительные механизмы могут принимать участие в прогрессиро-вании повреждения головного мозга во время острого инсульта.
События на поверхности эндотелия также участву-ют в инициации инсульта. Локализованная реакция Шварцмана [13] представляет собой интригующую модель очаговой активации кровеносных сосудов, которую первоначально обнаружили у кроликов. На предварительном этапе эндотоксин, патоген-ассоции-рованный молекулярный провокационный агент, вво-дят внутрикожно, где его действие опосредуется через Толл-подобные рецепторы [14] и приводит к высво-бождению провоспалительных цитокинов с развитием локальной активации кровеносных сосудов в коже. Это обусловливает развитие локальной эритемы, стихаю-щей при отсутствии любой дальнейшей стимуляции. Однако при наличии провокационного этапа, запус-кающего системную активацию воспаления и гемоста-тический потенциал путем внутривенного введения небольшой нетоксической дозы эндотоксина через 18-24 часа после предварительного этапа, обработан-ная кожа становится зоной геморрагического некроза [15] . Эта исключительно сильная реакция, ограничена зоной предварительно обработанной кожи; все другие ткани тела остаются невредимыми. Наша группа была неравнодушна к тому, что эта 2-этапная модель с узким временны`м окном до второго этапа может удовлетво-рить потребность в стохастическом, а не в детерми-нистическом процессе для объяснения связи между факторами риска и инсультом.
С целью дальнейшего изучения мы исследовали воз-можность локального действия установленных фак-торов риска развития инсульта на сосуды головного мозга с развитием Шварцман-подобной реакции в ответ на провокационный воспалительный стимул -интрацистернальное или внутривенное введение эндо-токсина. При изучении модели на крысах обнаружили, что факторов риска развития инсульта, таких как арте-риальная гипертензия, сахарный диабет, пожилой воз-раст и генетическая предрасположенность к развитию инсульта было достаточно для такой подготовки сосу-дов головного мозга, что даже однократная инъекция эндотоксина провоцировала развитие инсульта, прояв-лявшегося образованием патологических повреждений и развитием неврологического дефицита. Инфаркты головного мозга развивались только у небольшой доли крыс без факторов риска развития инсульта. Животные, у которых развились очаговые инфарк-ты ствола головного мозга или инфаркты в ответ на провокационное воздействие, четко отличались по зависимости от относительной важности факторов риска развития инсульта [16] . Эта работа позволила предположить, что одной из ролей факторов риска развития инсульта является первоначальная активация сосудов и эндотелиальная дисфункция в соответствии с локальной реакцией Шварцмана, но необходима вто-ричная системная активация воспалительного и/или гемостатического потенциала для ускорения локаль-ного тромбоза или развития кровоизлияния, т.е. "неде-терминистического 2-этапного феномена".
При сравнении предрасположенных к развитию инсульта крыс со спонтанной гипертензией с крысами без гипертензии линий Wistar-Kyoto и Sprague-Dawley также были обнаружены воспалительные и иммунные медиаторы. В группах крыс с гипертензией было повы-шено общее содержание моноцитов крови, окрашива-емых нитросиним тетразолием, что свидетельствовало о продукции этими клетками супероксида [17] . Кроме того, в группах крыс с гипертензией, в отличие от крыс без гипертензии обнаружили локальную эндо-телиальную экспрессию внутриклеточной молекулы адгезии-1 и эндотелиальную адгезию моноцитов/мак-рофагов в сонных артериях. Инкубация каротидных колец с эндотоксином индуцировала зависимую от его концентрации экспрессию мРНК интерлейкина-1β и высвобождение фактора некроза опухоли в значи-тельно бóльшей степени у крыс со спонтанной гипер-тензией, чем у крыс линии Wistar-Kyoto. Эта работа продемонстрировала, что в основных разновидностях доклинических моделей инсульта артериальная гипер-тензия ассоциирована с активацией моноцитов и эндо-телия; усиливается адгезия моноцитов/макрофагов к эндотелию с развитием субэндотелиальной аккумуля-ции клеток и повышенной способности кровеносных сосудов продуцировать провоспалительные цитокины.
В совокупности, эти исследования связи между фак-торами риска развития инсульта и локальной актива-цией сосудов и эндотелиальной дисфункцией, кото-рые могут привести к предрасположенности развития инсульта, подразумевают наличие иммунных и воспа-лительных механизмов как неотъемлемой части ини-циации процесса развития инсульта. Действительно, в группе Розенберга выделили сегмент эндотелия как участок в пределах органа, получающий непрерывные интегрированные сигналы от крови, стенки крове-носных сосудов и окружающей ткани. В ответ на этот интегрированный сигнал происходит циклическое асинхронное колебание гемостатического потенциала каждого сегмента сосуда [18] . Мы наблюдали перивас-кулярные паттерны провоспалительных и противовос-палительных медиаторов в рассеянных пересеченных сосудах в головном мозге, что согласуется с этим заключением [19] .
На основании изложенных выше заключений и ана-лизов мы сделали вывод, что воспалительные и иммун-ные медиаторы запускают циклические изменения локального гемостатического потенциала, который у предрасположенных к инсульту лиц может превысить значительно смещенный гомеостатический порог, и приводят к развитию локального тромбоза или крово-излияния. Исходя из этого иммуномодуляция актива-ции кровеносных сосудов может быть эффективным подходом к профилактике развития инсульта. Однако каким образом можно направить процесс иммуномо-дуляции на активированные кровеносные сосуды?
В середине 1990-х гг. аспирант Kyra Becker проде-монстрировала в лаборатории, что толерантность сли-зистой оболочки к протеину головного мозга -основ-ному белку миелина, при кормлении через зонд может обеспечить защиту от ишемического повреждения го-ловного мозга в модели инсульта у крыс [20] . Парадигма толерантности слизистой оболочки подразумевает многократное введение антигена в микрограммовом диапазоне концентраций перорально или интраназаль-но для индуцирования состояния иммунологической толерантности. При этой форме толерантности регу-ляторные T-клетки сенсибилизированы к определен-ному антигену. Когда тот же антиген снова поступает к ним в очаге воспаления, они локально высвобождают иммуномодулирующие цитокины (например, транс-Рисунок 3. Во время цикла спячки у сусликов происходит массивная глобальная SUMOляция [40] . формирующий фактор роста-β, интерлейкин-10). Эти иммуномодулирующие цитокины подавляют локаль-ные воспалительные и иммунные реакции в процес-се, называемом "подавление иммунного ответа на один эпитоп в результате активации иммунного отве-та на другой" [21] . С помощью тщательного выбора первичного антигена, можно нацелить регуляторные Т-клетки на определенные ткани, которые находятся в специфическом состоянии. В поздние 1990-е гг. мы узнали, что лаборатория Protein Design Laboratories выпустила рекомбинантный человеческий полипептид E-селектин, в состав которого входила большая часть экстрамембранных эндотелиальных рецепторов к лей-коцитам. Экспрессия E-селектина фактически огра-ничена поверхностью эндотелия и происходит не пос-тоянно [22] , а только в тех участках сосудов, которые находятся в состоянии активации. Этот факт нас пора-зил, поскольку локальное высвобождение иммунных и воспалительных медиаторов способствует локальной активации сосудов, и соответствующим образом наце-ленная локальная иммуномодуляция может противо-стоять этой активации. Индукцию толерантности сли-зистой оболочки к E-селектину можно потенциально использовать для снижения риска развития инсульта у лиц с факторами риска путем целевого направления регуляторных Т-клеток на активированные участки кровеносных сосудов.
Мы проводили первичное исследование у предрас-положенных к развитию инсульта крыс (SHRSP/Izm). После первых исследований влияния величины дозы на эффективность мы выбрали дозу 5 мкг рекомби-нантного человеческого E-селектина и инстиллиро-вали ее интраназально через день, до общего коли-чества -5 доз на цикл. Затем вели наблюдение за животными до развития у них инсульта, других ослож-нений тяжелой гипертензии (например, сердечной недостаточности, почечной недостаточности) или до завершения 56-недельного исследования в группе без повторной иммунизации. Мы также проводили пов-торное интраназальное введение E-селектина циклом, включающим 5 доз через 21 день группе животных с повторной иммунизацией и вели наблюдение за ними, как описывали ранее. Контрольной группе животных провели один цикл или повторные циклы интрана-зальной инстилляции физиологического раствора с фосфатным буфером или яичного белка и затем вели наблюдение как описывали ранее. При сравнении всех групп у животных, получавших повторные инстил-ляции рекомбинантного человеческого E-селектина, произошло значительное снижение частоты развития ишемического инсульта и не развились внутримозго-вые кровоизлияния [23] (рис. 2).
На основе этого исследования мы начали разра-батывать методику интраназальных инстилляций Е-селектина для профилактики развития повторного инсульта. Нам удалось продемонстрировать защиту головного мозга в моделях инсульта, сосудистых ког-нитивных нарушений, субарахноидальных кровоиз-лияний с отсроченным вазоспазмом, постишемичес-кого нейрогенеза у взрослых и экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита. Также нам удалось подавить развитие атеросклероза у мышей без apoE, получавших гиперлипидемическую диету (рассмот-рено J. Hallenbeck [24] ). Мы договорились о проведе-нии токсикологических и иммунотоксикологических исследований и выявления биомаркеров в коммерчес-ки пригодной сертифицированной лаборатории и про-ведем совещание по новому исследуемому препарату с Управлением по контролю за продуктами питания и лекарственными средствами (FDA), если результаты исследований будут положительными. Процесс трудо-емкий и отражает экстремальную трудность привнесе-ния "первых для человека" инноваций в клинические испытания. В целом большое количество работ по изу-чению механизмов, провоцирующих развитие инсуль-та, четко подтверждают, что взаимодействие между факторами риска и инсультом в течение длительного периода времени является, по сути, хронической слабо выраженной иммунной дисрегуляцией. Поскольку эта иммунная дисрегуляция не ярко выражена, иммуно-модулирование может рассчитывать на значительный успех.
Успешная трансляция методов клеточной терапии для лечения острого инсульта была труднодостижима. На мой взгляд, на эту проблему повлияла заинте-ресованность воспалительными и иммунными меха-низмами при инсульте. Несмотря на раскрытие роли воспалительных и иммунных механизмов в прогрес-сировании ишемического поражения головного мозга, происходит резкое изменение во множестве составля-ющих патобиологических механизмов. В связи с этим с самого начала я стал рассматривать повреждение клеток во время ишемии головного мозга как сложный многофакторный процесс, включающий взаимодейс-твие большого количества недоминатных эффекто-ров в переплетающейся, очень мощной динамической сети. В клинических испытаниях при инсульте про-демонстрирована эффективность устранения крити-ческой гипоперфузии, запускающей все механизмы повреждения, в то время, пока мозг еще не претерпел необратимых изменений. Помимо этой непосредс-глобальной SUMOляции. У животных, подвергшихся очаговой ишемии головного мозга в течение 24 часов, объем инфарктов головного мозга был меньше. При более высоких уровнях глобальной SUMOляции у трансгенных мышей при стойкой окклюзии средней мозговой артерии объем инфаркта был меньше на 70-80%. Продолжается поиск способов повышения эффекта SUMOляции с целью приближения к характе-ристикам резистентности к ишемии, характерной для зимней спячки.
В заключение, я хотел бы взглянуть назад в будущее. В начале своей карьеры я прочитал комплексный обзор Oscar Ratnoff, опубликованный в 1969 г., в котором были объединены вопросы гемостаза, фибринолиза, иммунитета и воспаления [47] . Обзор заканчивался выводом, что исследователи, работающие в одной из этих областей (например, изучающие комплемент или кинины), склонны разрушать целостность системы и изучать ее в отдельности, как если бы она работала в изолированном или разделенном режиме. В организ-ме, однако, эти системы сложно взаимосвязаны, и как в яркой фразе O. Ratnoff "формируют бесшовную ткань". Я всегда считал, что этот взгляд на проблему трудно переоценить.
Заглядывая вперед, я рискну предположить, что в следующие годы появятся исследователи, которые в начале или в середине карьеры сделают попытку и рискнут сформировать или объединить междисцип-линарные группы, включающие, по возможности, специалистов по вычислительной биологии, ста-тистиков, биоинженеров, специалистов в области теории вычислительных машин и систем и специа-листов по биоинформатике. Эти команды применят подходы системной биологии с высокой пропускной способностью в множестве моделей и в множестве разновидностей для моделирования ключевой дина-мики биологической сети, участвующей в прогрес-сировании ишемического повреждения в течение первых часов после инсульта. Благодаря этой работе и появлению более глубокого понимания появится возможность изучить эффективный путь динами-ки сети, а не отдельные молекулярные механизмы. Хотя эта работа займет много лет, в результате этих усилий появятся эпохальные достижения в области клеточной терапии. Я высказываю такие предпо-ложения на основе фундаментального факта, что инсульт -непростое заболевание (рис. 4, см. на цв. вклейке).
